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Objetivou-se com este estudo avaliar a taxa de folículos residuais pós-aspiração de 
folículos ovarianos de 8 e 12 mm de diâmetro, por meio da avaliação dos fatores 
endócrinos, analisando a interferência destas estruturas no desenvolvimento normal 
da dinâmica de crescimento. Foram selecionadas vacas da raça Holandesa (N=13) 
não lactantes e com dois ciclos estrais normais consecutivos; estas foram tratadas 
com 500mg de cloprostenol sódico (Sincrocio®) e 3 mg de norgestomet (Crestar®) 
(D0), 2 mg de benzoato de estradiol (Sincrodiol®) (D1), após a emergência da onda 
folicular foram distribuídas aleatoriamente em dois tratamentos caracterizados pela 
ausência ou presença de implantes de norgestomet, cada tratamento dividido em 
dois grupos: presença do implante e folículo de 8 mm (G1), ausência do implante e 
folículo de 8 mm (G2), presença do implante e folículo de 12 mm (G3) e ausência do 
implante e folículo de 12 mm (G4). O monitoramento ultrassonográfico (Esaote Pie 
Medical®) foi realizado duas vezes ao dia com intervalo de 12 horas. Os folículos 
ovarianos foram aspirados com 8 e 12mm e avaliados quanto à presença do resíduo 
ao processo de aspiração, quando residual, eram aspirados novamente. Os dados 
de dinâmica de crescimento folicular, perfil hormonal do plasma sanguíneo e do 
fluído folicular foram verificados quanto à distribuição normal, pelo teste de Shapiro-
Wilk e comparadas nos diferentes tratamentos pelo teste t de student. Os dados de 
perfil de esteroidogênico dos folículos aspirados em diferentes diâmetros foram 
analisados pelo SAS GLM procedure para o principal efeito de tratamento e as 
comparações foram feitas pelo teste F. O nível de significância adotado foi de 5%. O 
tratamento com progestágeno não afetou o crescimento folicular. A taxa de folículo 
residual foi de 74.6%. O tratamento com progestágeno não afetou (P>0.05) o 
percentual de folículos residuais, independente do diâmetro do folículo, no entanto, o 
efeito do diâmetro folicular aproximou a significância estatística (P=0.07). Os 
folículos residuais cresceram cerca de 5 mm ao dia. Dos folículos residuais 
aproximadamente 65% se tornaram folículos ativos, 12% folículos luteinizados e 
23% folículos inativos. Conclui-se que a presença de folículos residuais ocorre na 
maioria dos folículos aspirados com maior frequência em 12 mm e grande parte 
ativos e com elevada concentração de estradiol. 
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The objective of this study is to evaluate the follicular persistence rate of ovarian 
follicles of 8 and 12 mm in diameter post-aspiration, through the evaluation of 
endocrine factors, analyzing the interference of these structures in the normal 
development of the dynamic growth. Holstein cows (N=13) non-lactating and with two 
consecutive normal estrous cycles were selected; they were treated with 500 mg of 
sodium cloprostenol (Sincrocio®) and 3 mg of norgestomet (Crestar®) (D0), 2 mg of 
estradiol benzoate (Sincrodiol®) (D1), randomly assigned to two treatments 
characterized by the absence or the presence of norgestomet implants, which were 
subdivided into four groups: presence of the implant and follicle of 8 mm (G1), 
absence of the implant and follicle of 8 mm (G2), presence of the implant and follicle 
of 12 mm (G3) and absence of the implant and follicle of 12 mm (G4). Ultrasound 
monitoring (Esaote Pie Medical®) was performed twice daily with an interval of 12 
hours. The ovarian follicles were aspirated with 12 and 8 mm and evaluated for its 
persistence to the process of aspiration, when persistent these were aspirated again. 
The data on dynamics of follicle growth, hormone profile of the blood plasma and 
follicular fluid were checked for normal distribution, by Shapiro-Wilk test, and 
compared in different treatments by the student's t test. The steroidogenic profile 
data of the follicles aspirated at different diameters were analyzed by SAS GLM 
procedure for the main effect of treatment and the comparisons were made by the F 
test. The significance level adopted was 5%. Treatment with progesterone did not 
affect follicular growth. The persistence rate was 74.6%. Treatment with 
progesterone did not affect (P>0.05) the percentage of residual follicles, independent 
of the diameter of the follicle, however, the effect of the follicular diameter 
approached the statistical significance (P=0.07). The residual follicles grow 
approximately 5 mm per day. Of the residual follicles approximately 65% became 
active follicles, 12% luteinized follicles and 23% inactive follicles. It was concluded 
that the follicular persistence occurs in the majority of the follicles more frequently 
aspirated with 12 mm and most of the residual follicles were active and with high 
estradiol concentration. 
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1  INTRODUÇÃO 
 
No Brasil a pecuária bovina se caracteriza pelo sistema extensivo de 
produção a pasto e pelo grande numero de animais. O rebanho conta com 169,9 
milhões de cabeça que ocupam 170 milhões de hectares (IBGE, 2006). Segundo 
Rodrigues e Rodrigues (2000), para o aumento dos índices reprodutivos e 
zootécnicos a pecuária brasileira vem passando por um processo de tecnificação, 
onde grande parte do rebanho faz uso de alguma tecnologia como melhoramento da 
utilização de pastagem, alimentação intensiva, avaliação e seleção genética, manejo 
sanitário, inseminação artificial (IA), transferência de embriões (TE) e fertilização in 
vitro (FIV).  
Na classificação mundial, o Brasil é o país que possui maior número de 
embriões bovinos produzidos in vitro. No país a produção in vitro de embriões (PIVE) 
até o fim dos anos 90 não era comercialmente expandida, utilizava-se rotineiramente 
apenas em laboratórios de pesquisa. No decorrer de cinco anos houve um avanço 
na utilização de PIVE em bovinos, e o Brasil passou a ser referência e o maior 
produtor mundial. Esta produção, até meados de 2003 mostrava-se em alta, mesmo 
ocorrendo variações, e após o ano de 2004, passou a ser a técnica mais utilizada 
em raças zebuínas para a produção de embriões. Com isso houve aumento no 
mercado nacional de embriões, que passou a produzir mais de 200.000 
embriões/ano (VIANA et al., 2010). 
Entre os anos de 2005 a 2009 a produção total de embriões apresentou uma 
tendência de estabilização, isso devido ao aumento no uso da PIVE e redução na 
utilização da TE. Verificou-se em 2008 que o percentual de embriões produzidos in 
vitro no Brasil, ultrapassou a metade do total de embriões produzidos no mundo, 
diferindo da produção de embriões in vivo que após 2003-2004 sofreu redução 
(VIANA et al., 2010). 
Os principais desafios de hoje, em termos operacionais, estão relacionados 
às questões de maximizar eficiência, agregar outras biotécnicas e evitar oscilações 
nos resultados (SENEDA & BLASCHI, 2004). Neste sentido, Viana et al. (2001) 
observaram que a punção e aspiração folicular podem não induzir a regressão de 
folículos dominantes (com produção ativa de esteróides), sendo que estes folículos 





do crescimento folicular e possível retomada do processo esteroidogênico. A 
presença destes folículos residuais ao processo de aspiração pode comprometer a 
dinâmica de desenvolvimento folicular ovariana e prejudicar os resultados de coletas 
posteriores.  
Neste sentido, objetivou-se com este estudo avaliar a taxa de folículos 
residuais pós-aspiração de folículos ovarianos em diferentes fases de 
desenvolvimento, verificar fatores endócrinos (locais e sistêmicos) envolvidos nesse 
processo e investigar a interferência destas estruturas no desenvolvimento normal 


























2  REVISÃO DE LITERATURA  
 
2.1 ESTEROIDOGÊNESE E CONTROLE ENDÓCRINO DO 
CRESCIMENTO FOLICULAR 
 
2.1.1  Fases do crescimento folicular 
A foliculogênese na espécie bovina é um processo complexo que se 
caracteriza pela formação e crescimento de folículos primordiais até o estágio de 
folículos pré-ovulatórios. É um processo contínuo de crescimento e atresia dos 
folículos ovarianos e tem início na vida fetal, permanecendo na puberdade e durante 
toda vida reprodutiva até a senilidade (NILSSON et al., 2001). Este mecanismo pode 
ser dividido em duas fases, pré-antral e antral. A ativação dos folículos primordiais e 
o crescimento para os estágios de folículos primários e secundários ocorrem na fase 
pré-antral. O inicio da fase antral ocorre quando há o surgimento dos folículos 
terciários e se encerra quando se forma o folículo pré-ovulatório ou folículo De Graaf 
(IRELAND, 1987; SAUMANDE, 1991; VAN DEN HURK & ZHAO, 2005). 
Em bovinos, no período de 120 a 140 dias de vida embrionária, ocorre a 
formação dos folículos primordiais, estes são compostos por uma camada de células 
somáticas planas (células da pré-granulosa), originadas do epitélio celômico que 
circundam os oócitos (RÜSSE, 1983; WANDJI et al., 1992). Em seguida ocorre o 
período de quiescência, onde as células da pré-granulosa cessam a multiplicação e 
entram em um período de repouso. Quando o folículo em quiescência retorna seu 
crescimento, dias, meses ou anos depois de sua formação, a proliferação celular é 
retomada, transformando os folículos em primários e secundários até os estádios de 
folículos antral e pré ovulatórios (HIRSHFIELD, 1991). 
Nos mamíferos, ao nascimento, os ovários são compostos por milhares de 
folículos primordiais, estes designados como o pool de reserva dos folículos 
ovarianos. No entanto, destes folículos apenas 0,1% conseguem chegar à ovulação, 
pois a maior parte sofre o processo de atresia folicular (MARSTRÖM et al., 2002).  
A saída dos folículos primordiais do estádio de quiescência para a fase de 
crescimento é a primeira e fundamental etapa de desenvolvimento, pois os folículos 
passam do estádio de repouso para o inicio do crescimento. No entanto, os 





esclarecidos (FORTUNE et al., 2000; MARTINS et al., 2008). Em mamíferos, tanto 
os hormônios gonadotróficos e somatotróficos, como os fatores de crescimento são 
responsáveis pelo crescimento contínuo de folículos, sendo que os fatores de 
crescimento agem de forma direta ou indireta e de maneira autócrina ou parácrina 
(MARTINS et al., 2008). 
Devido à vascularização pouco desenvolvida, há indícios de que os fatores 
autócrinos e parácrinos têm maior importância que os endócrinos no controle do 
crescimento em folículos pré antrais e pequenos folículos antrais (MONNIAUX et al., 
1997). 
Gong et al. (1996) demonstraram que o estágio pré-antral da foliculogênese é 
predominantemente regulado por fatores intraovarianos já que o crescimento de 
folículos antrais iniciais, até aproximadamente 4 mm de diâmetro, ocorre na 
ausência  de hormônio folículo estimulate (FSH). Entretanto, existem relatos da 
presença de receptores de hormônio folículo estimulate (FSHR) em folículos 
primários de bovinos, observando-se ainda crescimento de folículo pré-antral após a 
adição em meio de cultura de FSH, considerando-o como coadjuvante no controle 
do estagio pré-antral (XU et al., 1995; McNATTY et al., 1999; GUTIERREZ et al., 
2000; WEBB et al., 2003). 
Fatores produzidos localmente conduzem predominantemente o início e a 
regulação do desenvolvimento folicular pré-antral (McNATTY et al., 1999). O oócito 
tem um papel ativo na coordenação da proliferação e diferenciação das células da 
granulosa ao seu redor (GILCHRIST et al., 2004).  
A forma de comunicação entre o oócito e as células somáticas ocorre por 
sinalização parácrina. Vários fatores de crescimento são produzidos pelo oócito e 
células da granulosa, entretanto, alguns têm despertado maior atenção 
recentemente, dentre eles o fator de células tronco (SCF) e membros da família dos 
fatores de crescimento transformantes-β (TGF- β), particularmente o fator de 
crescimento diferencial-9 (GDF-9) e a proteína morfogenética óssea-15 (BMP-15, 
também conhecida como GDF-9β). Através de mecanismos endócrinos, o fator de 
crescimento semelhante à insulina (IGF) também parece contribuir para a regulação 
do crescimento folicular pré-antral (BURATINI, 2006), além de outros fatores como 
ativina, folistatina, inibina, fator de crescimento (EGF) e fator de crescimento 





Na fase antral de desenvolvimento folicular o recrutamento e o crescimento 
sincronizado de folículos antrais em ondas foliculares, são induzidos pelas 
gonadotrofinas (FORTUNE et al., 2001). Segundo Webb et al. (2003) e Fortune et al. 
(2004), peptídeos sintetizados localmente desempenham importante papel na 
regulação da fase antral, por meio de mecanismos parácrinos ou endócrinos.  
Uma onda de crescimento folicular caracteriza-se por pequenos folículos 
recrutados e que iniciam uma fase de crescimento, por cerca de três dias, 
denominando-se fase de emergência folicular (GINTHER et al., 2003). Apenas um 
destes folículos segue seu desenvolvimento tornando-se folículo dominante, os 
folículos restantes, decrescem e se tornam folículos subordinados, caracterizando a 
divergência folicular (LUCY et al. 1992).  
Os folículos subordinados sofrem degeneração em um processo conhecido 
como atresia folicular, enquanto que apenas uma minoria vai completar sua 
maturação e ovular (GONSALVES et al., 2002). Quanto ao folículo dominante, este 
cresce aproximadamente por cerca de seis dias até chegar ao diâmetro máximo, 
permanecendo estático por dias, com regressão ou ovulação, quando folículo 
dominante da última onda (GINTHER et al., 1989). 
O folículo dominante tem papel fundamental, através da secreção de estradiol 
e inibina, na supressão do crescimento dos folículos subordinados (FORTUNE, 
1994; GINTHER et al., 1996). Em bovinos mesmo sem a ação do hormônio 
luteinizante (LH), os folículos chegam a atingir 8mm de diâmetro, contudo, para 
atingir diâmetros acima de 9mm é preciso que haja LH endógeno ou FSH exógeno 
(GONG et al., 1996). 
 
 
2.1.2  Papel dos hormônios folículo estimulante e luteinizante 
 
As gonadotrofinas desempenham um papel importante no crescimento dos 
folículos ovarianos (LEVI-SETTI et al., 2004), visto que a regulação da 
foliculogênese é um processo resultante da ação entre fatores locais e endócrinos 
(SILVA et al., 2006). 
 O hipotálamo é uma glândula que se localiza na base do cérebro, 





por sua vez, estimula a liberação dos hormônios glicoprotéicos, folículo estimulante 
(FSH) e luteinizante (LH). Estes hormônios são sintetizados pela hipófise anterior e 
agem regulando a função ovariana (WU et al., 2000). 
O GnRH é um decapeptídeo sintetizado por células neuroendócrinas na área 
pré óptica do hipotálamo e sua liberação ocorre sob forma de pulsos (CLARKE, 
1988) atingindo posteriormente a adenohipófise por meio do sistema porta-
hipotalâmico-hipofisário, desencadeando a secreção das gonadotrofinas FSH e LH. 
Estes hormônios também são liberados, na circulação sistêmica, de maneira pulsátil 
atuando nas gônadas através da regulação da gametogênese e secreção dos 
estrógenos gonadais (STANISLAUS et al., 1998). 
A manutenção da função ovariana necessita da ação do hormônio 
gonadotrófico FSH, tendo sua ação predominantemente direcionada às células da 
granulosa, resultando em uma variedade de reações, como por exemplo, 
estimulação da proliferação celular, a síntese de esteróides e a expressão de 
receptores para Fator de Crescimento Epidermal (EGF) e LH (MARTINS, 2008). O 
FSH tem influência sobre a produção de estrógeno, levando as células da granulosa 
a converterem andrógenos produzidos pelas células da teca, influenciados pelo LH, 
em estrógenos (FORTUNE et al., 2004). O FSH pode ainda induzir receptores a 
mais para FSH, e estimular a formação de receptores pra LH, entretanto, o LH age 
de maneira contrária, reduzindo o numero de receptores para FSH na granulosa 
(SATBENFELD & EDQVIST, 1996). 
O LH é uma glicoproteína secretada pela hipófise anterior, junto com o FSH 
sendo um regulador primário da função ovariana e podendo desempenhar múltiplos 
papéis sobre o desenvolvimento folicular, porém grande parte dos estudos tem 
focado sua ação em folículos em estádios mais avançados de desenvolvimento, 
durante a fase pré-ovulatória (WU et al., 2000). O LH é controlado pelo estrógeno e 
pela progesterona ovarianos e, durante parte do ciclo estral, estes hormônios inibem 
por retroalimentação negativa sobre o eixo hipotalâmico-hipofisário, a secreção de 
LH (GOODMAN & KARSCH, 1980). 
Níveis tônicos ou basais de LH agem juntamente com o FSH na tentativa de 
induzir a secreção de estrógenos do folículo ovariano desenvolvido. Quando ocorrer 
pico préovulatório do LH haverá rompimento da parede do folículo e ovulação 





manter o crescimento folicular in vitro (CORTVRINDT et al., 1998). Em um 
experimento utilizando camundongos, desenvolvido por Wu et al. (2000), foram 
verificados que para o desenvolvimento in vitro de pequenos foliculos pré-antrais é 
necessário haver LH. 
Braw-Tal e Roth (2005) relataram presença de receptores para LH na teca 
interna de folículos pré-antrais, em estádios mais avançados, sendo que estes têm 
relação direta com a viabilidade folicular, portanto, sua presença reduz 
progressivamente com a atresia. 
 
 
2.1.3  Estrutura do folículo 
 
Os folículos primordiais, primários, secundários (pré-antrais) e terciários 
(antrais) podem ser encontrados em ovários de uma fêmea bovina púbere e 
caracterizados estruturalmente, respectivamente, por um oócito rodeado por uma 
camada de células somáticas achatadas (pré-granulosa); uma camada de células 
cubóides (granulosa) rodeando o oócito; apresentam duas ou mais camadas da 
granulosa; múltiplas camadas da granulosa formando uma cavidade repleta de fluido 
folicular e crescimento intenso do oócito (VAN DEN HURK & ZHAO, 2003). 
Os folículos antrais, além de células da granulosa organizadas em várias 
camadas e do oócito, apresentam uma cavidade preenchida pelo fluido folicular, 
constituído de água, eletrólitos, proteínas séricas e alta concentração de hormônios 
esteróides secretados pelas células da granulosa (BARNETT et al., 2006). 
 
 
2.1.4  Características dos folículos nas fases pré e pós divergência 
 
As fases foliculares pré-antral e antral inicial contam principalmente com o 
suporte de estimuladores locais, demonstrando que os folículos antrais em bovinos 
crescem até o diâmetro de 4 mm na ausência de FSH e LH. Folículos entre 4 e 8 
mm demonstraram dependência ao FSH e  independência do LH, e folículos acima 
de 9 mm só foram encontrados na presença de LH  endógeno ou FSH exógeno 





dependentes de FSH, e só então passam a depender do LH para continuar o 
desenvolvimento (FORTUNE et al., 2001). 
Nas espécies monovulatórias somente um dos folículos recrutados no pool de 
reserva continua o crescimento, se tornando dominante, enquanto os demais se 
tornam subordinados e entram no processo de atresia. O folículo dominante atua 
ativamente sobre a supressão do crescimento dos subordinados através da 
secreção de estradiol e inibina (FORTUNE, 1994; GINTHER et al., 1996). 
A diferença nas taxas de crescimento entre os dois maiores folículos com a 
continuidade do crescimento do maior folículo e decréscimo ou parada no 
desenvolvimento dos demais é definida como divergência folicular (GINTHER et al., 
1996). 
O processo de dominância folicular está relacionado com o aparecimento de 
receptores de LH (LHR) em células da granulosa (XU et al., 1995; BAO & 
GARVERICK, 1998). Bao e Garverick (1998) observaram através da hibridização in 
situ de folículos recrutados e dominantes os padrões de expressões gênicas, 
concluindo que o inicio da expressão para o gene LHR em células da granulosa está 
associado aos folículos dominantes.  
Fortune et al. (2004), relataram que a seleção do folículo dominante 
possivelmente depende do papel desempenhado pelo sistema IGF e estes são 
sinérgicos ao FSH no processo de crescimento folicular e produção de estradiol. A 
expressão gênica do IGF-I e IGF–II foi verificada, respectivamente, em células da 
granulosa e da teca, contudo, o IGF-II foi apontado como principal IGF intraovariano, 
enquanto o IGF-I atuaria de maneira endócrina (ARMSTRONG et al., 1998; YUAN et 
al., 1998, Webb et al., 2003). 
O folículo dominante realiza de forma passiva a queda da concentração do 
FSH e de forma ativa a redução do número de receptores ao hormônio nos folículos 
subordinados. Assim, os hormônios produzidos pelas células da granulosa do 
folículo dominante, estradiol e inibina, diminuem a liberação de FSH, levando-a a 
concentrações baixas, incapaz de manter o desenvolvimento dos folículos 
subordinados, entretanto, suficiente para o crescimento do folículo dominante 







2.2  CONTROLE EXÓGENO DA DINÂMICA FOLICULAR 
 
2.2.1  Importância do controle da dinâmica nos processos de sincronização de cio 
 
Em fêmeas bovinas o ciclo estral é controlado por uma interação 
neuroendócrina, regulada pelo eixo hipotálamo, hipófise, ovário, útero e mecanismos 
intraováricos, que promovem uma dinâmica folicular permitindo o desenvolvimento 
de um folículo maduro, com a capacidade de ovular no momento oportuno e com 
isso, produzir uma célula que possa ser fecundada (CALLEJAS, 2001). 
Em vacas de corte acíclicas, a utilização de terapias de progestágenos e 
estrógenos, durante o período pós-parto, pode induzir a manifestação de estro 
seguido de ovulação e a ativação da ciclicidade ovariana, reduzindo o período de 
anestro (PRATT et al., 1991). 
A utilização isolada de indutores de ovulação não é suficiente na 
sincronização da ovulação para a inseminação artificial em tempo fixo (IATF). 
Contudo, a associação com progesterona/progestágeno, estradiol e PGF2α é capaz 
de induzir a ovulação sincronizada do folículo dominante encontrado no final da 
terapia tornando, assim, possível a IATF (BARUSELLI, 2004). 
 
 
2.2.2  Estratégias para a sincronização da onda 
 
Driancourt (2001) relata que eficientes protocolos de sincronização de estro 
precisam induzir a atresia dos folículos presentes nos ovários independente do 
estádio de desenvolvimento, resultando no recrutamento de uma nova onda de 
crescimento folicular, desenvolvimento sincronizado de um folículo dominante em 
todas as fêmeas e a ovulação em momento pré-determinado. 
Primeiramente, realiza-se a sincronização da onda folicular, para descartar, 
caso haja, um folículo dominante, que pode sofrer atresia, ovular ou mesmo sofrer 
parcial luteinização (THATCHER et al., 1989; MACMILLAN et al., 1991; PURSLEY et 
al., 1995; YAMADA et al., 2002). Estes dois últimos fatores, desencadeiam a 
elevação nos níveis de progesterona endógenos, impedindo outras ovulações por 





GnRH (CARTMILL et al., 2001; LANE et al., 2001). O hormônio luteinizante poderia 
ser utilizado para obtenção do mesmo efeito, entretanto, o custo alto o torna inviável 
(SARTORI et al., 2001). 
 
 
2.2.2.1  AGONISTAS DE HORMÔNIO LIBERADOR DE GONADOTROFINA 
 
A terapia com GnRH, realizada em qualquer fase do ciclo estral, induz a 
ovulação do folículo dominante no momento do tratamento, porém, este deve estar 
na fase de crescimento ou no início da fase estática, assim ocorrerá nova onda de 
crescimento folicular em dois ou três dias após (PURSLEY et al., 1995; 
BODENSTEINER et al., 1996). Segundo Wiltbank (1997) folículos com diâmetro de 
9mm a 10mm que estão na fase de crescimento podem ovular, mesmo havendo 
corpo lúteo funcional, com níveis de progesterona alta, e os que não ovulam sofrem 
luteinização. 
Pursley et al. (1995) verificaram em estudos da dinâmica folicular, no período 
de tratamento “Ovsynch”, que após a aplicação da primeira dose de GnRH, ocorre 
ovulação e se inicia uma nova onda de crescimento folicular, tendo como resultado 
um folículo dominante após sete dias, no dia de aplicação da prostaglandina. 
Vasconcelos (1998) descreve uma taxa de ovulação após a primeira 
aplicação de GnRH de 64%, utilizando 156 vacas Holandesas, com tratamentos 
realizados em diferentes períodos do ciclo estral. Este autor relatou, ainda, variação 
nas taxas ovulatórias em cada fase do ciclo estral em que as fêmeas foram tratadas. 
Os índices mais baixos foram observados em animais que estavam entre o dia um e 
quatro (23%), e as taxas mais elevadas entre os dias cinco e nove (96%).  Após a 
administração de segunda dose de GnRH, as taxas de ovulação não sofrem 
influência da fase do ciclo estral em que o animal se encontra, porém, variam (P < 
0,01) conforme a resposta à primeira dose aplicada do hormônio (92% quando 
houve ovulação e 79% quando não houve ovulação). Observou-se ovulações entre a 
aplicação de prostaglandina e a segunda dose de GnRH (6%) e decorridas 48 horas 
da  aplicação da segunda dose de GnRH, 7% dos animais não ovularam. 
A presença e a sensibilidade do folículo dominante à ação do LH endógeno 





al., 2001). O folículo que inicia o desvio folicular é de, em média, aproximadamente 
8,5mm de diâmetro (GINTHER et al., 1996). Embora sem muita clareza, sabe-se que 
os mecanismos que desencadeiam a divergência folicular podem estar intimamente 
relacionados à indução de receptores ao LH nas células da granulosa, com elevação 
das concentrações circulantes de estradiol-17β e diminuição de FSH plasmático 
(GINTHER et al., 1996, 2000; Beg et al., 2001). 
Apenas os folículos acima de 10mm (um dia pós divergência folicular) terão 
capacidade de ovular, mesmo que o desvio folicular ocorra com diâmetro de 
aproximadamente 8,5mm (SILCOX et al., 1995; PURSLEY et al., 1995; SARTORI et 
al., 2001). Isto, porque possuem elevadas concentrações de receptores para LH nas 
células da granulosa, que responderão as aplicações de GnRH (SARTORI et al., 
2001). 
Assim, se o inicio do tratamento ocorrer na presença do folículo dominante 
(acima de 10mm de diâmetro), haverá sincronização de uma nova onda folicular em 
48 horas depois da aplicação do GnRH (PURSLEY et al., 1995; MACMILLAN et al., 
2003). Caso a administração de GnRH ocorra antes da dominância folicular, o 
desenvolvimento da onda folicular poderá não ser alterado (RYAN et al., 1998). 
 
 
2.2.2.2 BENZOATO DE ESTRADIOL  
 
Comercialmente, na America do Sul, estão disponíveis diferentes tipos de 
ésteres de estradiol, benzoato de estradiol, valerato de estradiol e ciprionato de 
estradiol. A administração de qualquer um destes ésteres é capaz de causar a 
regressão dos folículos antrais, quando utilizados na presença de progesterona em 
altas concentrações (BÓ et al., 1995). Dependendo da quantidade de progesterona 
sanguínea, o estrógeno atua inibindo ou estimulando a liberação de gonadotrofinas. 
Conforme Moraes et al. (2002), quando a concentração de progesterona é fisiológica 
ou baixa, o estrógeno irá estimular a liberação de LH para que haja ovulação; 
entretanto, quando há concentrações elevadas de progesterona, doses altas de 
estrógeno poderão impedir a liberação de gonadotrofinas, inibindo a produção e 





Segundo Bo et al. (1994), a associação de progestágenos a estradiol-17ß, 
benzoato de estradiol, aplicados em qualquer fase do ciclo estral, levam ao 
crescimento sincronizado de uma nova onda, três a quatro dias depois. Outros 
autores estudaram a emergência de uma nova onda de crescimento folicular em 
novilhas B. indicus, B. indicus x B. taurus e B. taurus utilizando dispositivo 
intravaginal de progesterona associado a 2mg de benzoato de estradiol no dia 0, e 
identificaram que estatisticamente não houve diferença significativa entre os grupos 
genéticos no dia em que se inicia a onda de crescimento folicular (BARUSELLI et al., 
2004; CARVALHO et al., 2004). 
 
 
2.3  ASPIRAÇÃO FOLICULAR 
 
2.3.1  Objetivos da aspiração folicular 
 
Através da técnica de aspiração folicular guiada por ultrassom (PIETERSE et 
al., 1988; HILL, 1995; BOLS et al., 1997) é possível realizar o aproveitamento dos 
ovócitos, utilizando-os para produção in vitro de embriões. A aspiração folicular 
promove o recrutamento de outros folículos, pois ocorrerá uma nova onda de 
desenvolvimento folicular (GARCIA & SALAHEDDINE, 1998; AMIRIDIS et al., 1999; 
BARACALDO et al., 2000). 
A técnica de produção de embriões in vitro com utilização da aspiração 
folicular possibilita o aperfeiçoamento e multiplicação de bovinos de alto valor 
genético e de outras espécies em extinção, aumenta o potencial de produção em 
fêmeas portadoras de infertilidade adquirida, além de fêmeas em gestação senis e 
jovens (RYAN et al., 1993; RICK et al., 1996; RIDDEL et al., 1997; FRY et al., 1998; 
EIKELMANN et al., 2000; GUYADER-JOLY et al., 2000). 
 
 
2.3.2  Caracterização da Técnica da Aspiração Folicular  
 
Em um estudo realizado na Holanda, conforme Pieterse et al. (1988), 





bovinos, com o auxílio da ultrassonografia, possibilita que em uma mesma doadora 
se realiza repetidas recuperações de oócitos. 
O desempenho da aspiração folicular sofre influência de diversos fatores 
técnicos e depende parcialmente da recuperação de oócitos, isto é, quantos oócitos 
foram obtidos baseando-se no número de folículos aspirados. A recuperação 
dependerá da visualização dos folículos (possível pelo uso de um equipamento de 
ultra-sonografia), do diâmetro, bisel e corte da agulha, a bomba de aspiração (vácuo 
exercido) e a capacidade do operador. Outros fatores também podem influenciar 
como os fatores biológicos, dentre eles citam-se a frequência e momento da 
aspiração folicular, fisiologia, condição corporal, raça e idade da doadora, estes são 
fundamentais nos resultados, interferindo na recuperação e no desenvolvimento 
embrionário (qualidade dos oócitos) (BOLS et al.,2005). 
No início, a aspiração folicular era realizada somente com agulhas longas (55 
cm), especialmente fabricadas para este fim (PIETERSE et al., 1988). Estas 
agulhas, devido ao elevado custo, e com o uso perdiam o gume, foram substituídas 
por agulhas hipodérmicas descartáveis, na tentativa de facilitar a recuperação de 
oócitos (BOLS et al., 1995). 
Bols et al. (1997) relataram que é mais viável a utilização de agulhas 
hipodérmicas descartáveis de 18 e 19 Gauge (G) e 50 mm de comprimento. A 
utilização de agulhas de diâmetros diferentes, maiores que 18G, permitem a 
obtenção de altas taxas de recuperação, entretanto, haverá mais oócitos desnudos, 
e ainda pode danificar o estroma e aumentar a quantidade de sangue no líquido 
aspirado. Os índices de recuperação de oócitos com agulhas menores que 19G, são 
inferiores, o que pode ser explicado pela demora da aspiração do líquido folicular, 
durante a punção. 
Segundo Bols et al. (1995) a pressão de vácuo está intimamente relacionada 
com a agulha utilizada. Pressões maiores que 120mm Hg, destroem a camada de 
revestimento do cumulus oophorus, e pressões menores, como 50 mm Hg, são 
insuficientes para aspiração folicular, relatando uma grande variação entre os 
trabalhos revisados, com valores de 40 a 400 mm Hg (BOLS et al., 1996). 
Entretanto, esses dados devem ser considerados com reservas, já que todo o 





diâmetro da agulha) pode influenciar na pressão de vácuo final (SENEDA et al., 
2005). 
Há relatos de que as freqüências entre 5 e 8 MHz são adequadas para se 
realizar a técnica de aspiração folicular, considerando no momento da punção a 
proximidade entre o ovário e o transdutor (VAN DER SCHANS et al., 1991; 
HENDRIKSEN et al., 2004). Entretanto autores citam frequências como ideais, como 
5 MHz (CALLESEN, GREVE & CHRISTENSEN, 1987; HASLER et al., 1995), 6.5 
MHz (BUNGARTZ et al., 1995) e 7.5 MHz (VAN DER SCHANS et al.,1991). 
Outra variável de importância a se considerar é o tipo de transdutor utilizado. 
O transdutor endo-vaginal humano, ou micro-convexo, adaptou-se bem a anatomia 
de novilhas pré-púberes e vacas pequenas (SUAVÉ, 1998). Com a utilização deste 
tipo de transdutor também foi possível visualizar folículos em vacas de grande porte, 
pois apresentam imagem de alta resolução, possuem imagem com grande ângulo de 
abertura e facilitam a manipulação ovariana (AERTS et al., 2004). 
Diversos autores relatam maior eficiência na aspiração folicular transvaginal 
com a utilização de transdutores convexos (LOONEY et al., 1994; MEINTJES et al., 
1995; BOLS et al., 1996; BOLS et al., 1998; CARLIN et al.,1999), com poucos 
relatos de transdutores lineares (MATTHEWS, PETERSEN & VAN BEEK, 1995; 
HASHIMOTO et al., 1999). 
 
 
2.3.3  Uso da aspiração folicular na sincronização 
 
Martinez et al. (2000) demonstraram que a ablação do folículo dominante 
guiada por ultrassonografia promove rápida diminuição das concentrações de E2 e 
inibina, consequentemente uma descarga de FSH, induzindo a emergência de uma 
nova onda de crescimento folicular em aproximadamente 1,5 dias.  
O crescimento dos folículos é dependente da liberação de FSH, suprimido por 
um feedback negativo, realizado pelo 17 ß – estradiol e a inibina dos folículos em 
crescimento. Os agentes causadores do feedback negativo desaparecem quando 
folículos grandes são aspirados, ocorrendo liberação de FSH, e uma nova onda de 
crescimento folicular (ADAMS, et al., 1992). Estudos realizados por Garcia e 





emergência de crescimento e nova onda folicular, sugerindo que a aspiração 




















































































3  CAPÍTULO 1 – Folículos residuais subsequentes à aspiração 
folicular em bovinos 
3.1  RESUMO 
Objetivou-se com este estudo avaliar a taxa de folículos residuais pós-aspiração de 
folículos ovarianos de 8 e 12 mm de diâmetro, por meio da avaliação dos fatores 
endócrinos, analisando a interferência destas estruturas no desenvolvimento normal 
da dinâmica de crescimento. Foram selecionadas vacas da raça Holandesa (N=13) 
não lactantes e com dois ciclos estrais normais consecutivos; estas foram tratadas 
com 500mg de cloprostenol sódico (Sincrocio®) e 3 mg de norgestomet (Crestar®) 
(D0), 2 mg de benzoato de estradiol (Sincrodiol®) (D1), após a emergência da onda 
folicular foram distribuídas aleatoriamente em dois tratamentos caracterizados pela 
ausência ou presença de implantes de norgestomet, cada tratamento dividido em 
dois grupos: presença do implante e folículo de 8 mm (G1), ausência do implante e 
folículo de 8 mm (G2), presença do implante e folículo de 12 mm (G3) e ausência do 
implante e folículo de 12 mm (G4). O monitoramento ultrassonográfico (Esaote Pie 
Medical®) foi realizado duas vezes ao dia com intervalo de 12 horas. Os folículos 
ovarianos foram aspirados com 8 e 12mm e avaliados quanto à presença do resíduo 
ao processo de aspiração, quando residual, eram aspirados novamente. Os dados 
de dinâmica de crescimento folicular, perfil hormonal do plasma sanguíneo e do 
fluído folicular foram verificados quanto à distribuição normal, pelo teste de Shapiro-
Wilk e comparadas nos diferentes tratamentos pelo teste t de student. Os dados de 
perfil de esteroidogênico dos folículos aspirados em diferentes diâmetros foram 
analisados pelo SAS GLM procedure para o principal efeito de tratamento e as 
comparações foram feitas pelo teste F. O nível de significância adotado foi de 5%. O 
tratamento com progestágeno não afetou o crescimento folicular. A taxa de folículo 
residual foi de 74.6%. O tratamento com progestágeno não afetou (P>0.05) o 
percentual de folículos residuais, independente do diâmetro do folículo, no entanto, o 
efeito do diâmetro folicular aproximou a significância estatística (P=0.07). Os 
folículos residuais cresceram cerca de 5 mm ao dia. Dos folículos residuais 
aproximadamente 65% se tornaram folículos ativos, 12% folículos luteinizados e 





maioria dos folículos aspirados com maior frequência em 12 mm e grande parte 
ativos e com elevada concentração de estradiol. 
 
Palavras-chave: esteroidogênese, ovum pick-up, produção in vitro de embriões, 






















3.2  ABSTRACT 
The objective of this study is to evaluate the follicular persistence rate of ovarian 
follicles of 8 and 12 mm in diameter post-aspiration, through the evaluation of 
endocrine factors, analyzing the interference of these structures in the normal 
development of the dynamic growth. Holstein cows (N=13) non-lactating and with two 
consecutive normal estrous cycles were selected; they were treated with 500 mg of 
sodium cloprostenol (Sincrocio®) and 3 mg of norgestomet (Crestar®) (D0), 2 mg of 
estradiol benzoate (Sincrodiol®) (D1), randomly assigned to two treatments 
characterized by the absence or the presence of norgestomet implants, which were 
subdivided into four groups: presence of the implant and follicle of 8 mm (G1), 
absence of the implant and follicle of 8 mm (G2), presence of the implant and follicle 
of 12 mm (G3) and absence of the implant and follicle of 12 mm (G4). Ultrasound 
monitoring (Esaote Pie Medical®) was performed twice daily with an interval of 12 
hours. The ovarian follicles were aspirated with 12 and 8 mm and evaluated for its 
persistence to the process of aspiration, when persistent these were aspirated again. 
The data on dynamics of follicle growth, hormone profile of the blood plasma and 
follicular fluid were checked for normal distribution, by Shapiro-Wilk test, and 
compared in different treatments by the student's t test. The steroidogenic profile 
data of the follicles aspirated at different diameters were analyzed by SAS GLM 
procedure for the main effect of treatment and the comparisons were made by the F 
test. The significance level adopted was 5%. Treatment with progesterone did not 
affect follicular growth. The persistence rate was 74.6%. Treatment with 
progesterone did not affect (P>0.05) the percentage of residual follicles, independent 
of the diameter of the follicle, however, the effect of the follicular diameter 
approached the statistical significance (P=0.07). The residual follicles grow 
approximately 5 mm per day. Of the residual follicles approximately 65% became 
active follicles, 12% luteinized follicles and 23% inactive follicles. It was concluded 
that the follicular persistence occurs in the majority of the follicles more frequently 
aspirated with 12 mm and most of the residual follicles were active and with high 
estradiol concentration. 
 






3.3  INTRODUÇÃO 
 
No Brasil a pecuária bovina se caracteriza pelo sistema extensivo de 
produção a pasto e pelo grande numero de animais. O rebanho conta com 169,9 
milhões de cabeça que ocupam 170 milhões de hectares (IBGE, 2006). Segundo 
Rodrigues e Rodrigues (2000), para o aumento dos índices reprodutivos e 
zootécnicos a pecuária brasileira vem passando por um processo de tecnificação, 
onde grande parte do rebanho faz uso de alguma tecnologia como melhoramento da 
utilização de pastagem, alimentação intensiva, avaliação e seleção genética, manejo 
sanitário, inseminação artificial (IA), transferência de embriões (TE) e fertilização in 
vitro (FIV).  
Na classificação mundial, o Brasil é o país que possui maior número de 
embriões bovinos produzidos in vitro. No país a produção in vitro de embriões (PIVE) 
até o fim dos anos 90 não era comercialmente expandida, utilizava-se rotineiramente 
apenas em laboratórios de pesquisa. No decorrer de cinco anos houve um avanço 
na utilização de PIVE em bovinos, e o Brasil passou a ser referência e o maior 
produtor mundial. Esta produção, até meados de 2003 mostrava-se em alta, mesmo 
ocorrendo variações, e após o ano de 2004, passou a ser a técnica mais utilizada 
em raças zebuínas para a produção de embriões. Com isso houve aumento no 
mercado nacional de embriões, que passou a produzir mais de 200.000 
embriões/ano (VIANA et al., 2010). 
Entre os anos de 2005 a 2009 a produção total de embriões apresentou uma 
tendência de estabilização, isso devido ao aumento no uso da PIVE e redução na 
utilização da TE. Verificou-se em 2008 que o percentual de embriões produzidos in 
vitro no Brasil, ultrapassou a metade do total de embriões produzidos no mundo, 
diferindo da produção de embriões in vivo que após 2003-2004 sofreu redução 
(VIANA et al., 2010). 
Os principais desafios de hoje, em termos operacionais, estão relacionados 
às questões de maximizar eficiência, agregar outras biotécnicas e evitar oscilações 
nos resultados (SENEDA & BLASCHI, 2004). Neste sentido, Viana et al. (2001) 
observaram que a punção e aspiração folicular podem não induzir a regressão de 
folículos dominantes (com produção ativa de esteróides), sendo que estes folículos 
apresentam um rápido repreenchimento de seu conteúdo pré-aspirado, recuperação 





presença destes folículos residuais ao processo de aspiração pode comprometer a 
dinâmica de desenvolvimento folicular ovariana e prejudicar os resultados de coletas 
posteriores.  
Neste sentido, objetivou-se com este estudo avaliar a taxa de folículos 
residuais pós-aspiração de folículos ovarianos em diferentes fases de 
desenvolvimento, verificar fatores endócrinos (locais e sistêmicos) envolvidos nesse 
processo e investigar a interferência destas estruturas no desenvolvimento normal 











































3.4  MATERIAL E MÉTODOS 
 
3.4.1  Localidade 
 
Este experimento foi conduzido no Campo Experimental de Coronel Pacheco 
(CECP), localizado no Município de Coronel Pacheco – MG e no Campo 
Experimental de Santa Mônica (CESM), localizado no Município de Valença – RJ, 
ambos pertencentes ao Centro Nacional de Pesquisa de Gado de Leite (CNPGL) da 
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária (EMBRAPA – Gado de Leite), durante 
o período de 15 de setembro a 01 de dezembro de 2010. 
 
 
3.4.2  Delineamento Experimental 
 
Foram utilizadas 13 vacas da raça Holandesa, não gestantes e não lactantes. 
Os animais foram avaliados previamente utilizando um aparelho de ultrassom 
Áquila-Pró (Esaote Pie Medical® - Maastricht/Holanda) equipado com transdutor e 
de dupla frequência, sendo um linear (6,0 e 8,0 MHz) transretal e outro 
microconvexo endocavitário (5,0 e 7,5 MHz) transvaginal. Quanto à atividade cíclica 
ovariana, foram incluídos no experimento, somente vacas com dois ciclos estrais 
normais consecutivos (18 a 24 dias) e livres de patologias. Estas receberam dieta 
para vacas secas utilizada rotineiramente no CECP, para suplementação silagem de 
milho, concentrado, e minerais e água fornecidos ad libido e/ou controlados pelo 
consumo do próprio animal. 
Foi utilizada em cada animal, uma dose intramuscular de 500µg de 
cloprostenol sódico (Sincrocio®, Ouro Fino, Ribeirão Preto, Brasil), com a finalidade 
de regredir o corpo lúteo. O dia da administração da PGF2α foi considerado o dia 
experimental zero (D0). Simultaneamente, cada animal recebeu um implante 
auricular subcutâneo de 3 mg de norgestomet (Crestar®, Intervert International B.V., 
Boxmeer, Holanda), para controlar a concentração de progesterona e evitar a 





Para sincronizar a próxima onda de desenvolvimento folicular as vacas 
receberam uma dose de 2 mg/animal de benzoato de estradiol (Sincrodiol®, Ouro 
Fino, Ribeirão Preto, Brasil) pela via intramuluscular no dia um (D1).  
Após a emergência da onda folicular os animais foram aleatoriamente 
distribuídos em dois tratamentos, caracterizados pela ausência (retirado do implante 
na emergência folicular) ou presença de implantes auriculares de norgestomet. Cada 
tratamento foi dividido em grupos de acordo com o diâmetro do folículo aspirado. No 
grupo 1 (G1) foram colocados animais com implante e folículo com 8mm de 
diâmetro; grupo 2 (G2) animais sem implante e folículo com 8mm de diâmetro; grupo 
3 (G3) animais com implante e folículo com 12mm de diâmetro; grupo 4 (G4) animais 
sem implante e folículo com 12mm de diâmetro. 
Após a emergência da onda folicular os animais tiveram os folículos aspirados 
em diferentes diâmetros até completa um total de 18 folículos por grupo, estes sendo 
caracterizados pela ausência (retirado do implante dos animais) ou presença de 
implantes auriculares de norgestomet e diâmetro do folículo aspirado. 
Os grupos se caracterizaram pela presença do implante e folículo aspirado 
com 8mm de diâmetro – grupo 1 (G1); ausência de implante e folículo aspirado com 
8mm de diâmetro – grupo 2 (G2); presença do implante e folículo aspirado com 
12mm de diâmetro – grupo 3 (G3); ausência do implante e folículo aspirado com 
12mm de diâmetro – grupo 4 (G4). 
 
 
3.4.3  Procedimentos experimentais 
  
 Monitoramento ultrassonográfico 
Os ovários foram mapeados e acompanhados quanto a dinâmica folicular 
(mensuração dos folículos) pelo monitoramento ultrassonográfico, que foi realizado 
uma vez ao dia até a emergência da primeira onda folicular, a partir deste momento 
realizou-se o exame duas vezes ao dia com intervalo de 12 horas, utilizando o 
aparelho de ultrassom Áquila-Pró (Esaote Pie Medical®  -  Maastricht/Holanda)  






           Aspiração folicular e recuperação do fluido folicular 
Os folículos ovarianos foram aspirados em diferentes estádios de 
desenvolvimento após a emergência (8 e 12mm) e avaliados quanto à formação de 
folículo residual por 48 horas, quando presentes eram aspirados novamente.  
A onda de crescimento folicular, emergida após a aspiração do folículo de 
12mm, foi utilizada para o acompanhamento da dinâmica e aspiração do folículo de 
8mm . Desta forma, foi possível aspirar folículos de forma continua. 
O procedimento de aspiração folicular foi realizado utilizando-se equipamento 
de ultrassom Áquila-Pró (Esaote Pie Medical®  -  Maastricht/Holanda)  equipado 
com  transdutor  micro-convexo  endocavitário  de  dupla  frequência (5,0  e  7,5  
MHz), utilizado  por  via  transvaginal conectado a guia de biópsia  com agulhas 19 
G, e circuito de aspiração (WTA Watanabe Technoilogia Aplicada, Cravinhos, Brasil) 
em tubos cônicos (tipo Falcon) de 50 mL com eppendorf adaptado na saída do 
circuito (adaptado de VIANA et al., 2003). A pressão de vácuo foi obtida com uma 
bomba (WTA), ajustada a 60 mmHg. 
Para evitar movimentos peristálticos e desconforto ao animal, antes de cada 
aspiração, fez-se anestesia epidural com 5 mL de Lidocaína a 2% (Lidovet, 
Laboratório Bravet, São Paulo), em seguida o transdutor foi inserido até o fundo da 
vagina e, com o auxílio da manipulação transretal posicionou-se o ovário com o 
folículo a ser aspirado a frente do transdutor e quando a agulha se aproximava do 
folículo, a bomba de vácuo era ligada, a agulha introduzida e o folículo aspirado, 
antes da retirada da agulha a bomba era desligada para evitar contaminação da 
amostra. 
O material aspirado de cada folículo, foi centrifugado a 2000 rpm por 20 
minutos, seu sobrenadante quantificado e transferido para outro eppendorf 
previamente identificado e armazenado em freezer – 20oC, para avaliação da 
concentração hormonal de progesterona e estradiol. 
 
Dosagem hormonal  
As concentrações de estradiol e progesterona do fluido folicular dos folículos 
e seus respectivos folículos residuais foram determinados por radioimunoensaio de 





no Laboratório de Endocrinologia da Universidade Estadual Paulista “Júlio de Mesquita 
Filho”, UNESP campus de Botucatu – SP (matrícula CNEN 14542). 
 
 
3.4.4  Análises Estatísticas 
 
Os dados de dinâmica de crescimento folicular, perfil hormonal do plasma 
sanguíneo e do fluído folicular foram verificados quanto à distribuição normal, pelo 
teste de Shapiro-Wilk.  Os dados foram analisados pelo SAS MIXED procedure 
(version 9.1.3, SAS Institute Inc., Cary, NC, USA) para os principais efeitos de 
tratamento, hora e a suas interações (tratamento x hora), usando um REPEATED 
statement para medidas sequenciais.  
As variáveis listadas no tópico acima foram comparadas nos diferentes 
tratamentos pelo teste t de student. Os dados de perfil de esteroidogênico dos 
folículos aspirados em diferentes diâmetros foram analisados pelo SAS GLM 
procedure para o principal efeito de tratamento e as comparações foram feitas pelo 
teste F. O nível de significância adotado foi de 5% e os valores entre 5 e 10% foram 
considerados aproximações da significância. Os dados serão apresentados como 

























3.5  RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
3.5.1  Crescimento folicular 
O tratamento com progestágeno não afetou o crescimento folicular. Esta 
observação foi comprovada quando se comparou o intervalo da emergência até a 
aspiração do folículo dominante entre os grupos 1 e 2 (diâmetro à aspiração 
semelhante a 8 mm) e, posteriormente entre os grupos 3 e 4 (diâmetro à aspiração 
semelhante a 12 mm).  Os grupos 1 e 2 diferiram pelo tratamento (G1) ou não com 
progestágeno (G2). Entre estes dois grupos, o intervalo da emergência à aspiração 
folicular foi semelhante (63.5±4.5 vs 65.3±5.2 horas, respectivamente para G1 e G2). 
Nestes dois grupos, o crescimento folicular foi representado até 60 horas antes da 
aspiração e somente o efeito Hora foi significativo (P<0.0001), indicando que o 
folículo dominante cresceu entre -60 horas e o momento da aspiração folicular 
(Figura 1), e este crescimento foi semelhante entre os grupos 1 e 2. Da mesma 
forma, o crescimento do folículo dominante até atingir a dominância completa 
(aproximadamente 96 horas) foi semelhante entre os grupos tratado (G3) ou não 
com progestágeno (G4), (Figura 1). 
O padrão de crescimento folicular nos grupos tratados ou não com 
progesterona foram semelhantes, diferente do encontrado por Karsch et al. (1977),  
onde demonstrou-se que animais tratados com progesterona exógena retarda o 
crescimento folicular em ratas, e in vitro, apresenta efeito inibitório na secreção de 
estrógeno pelas células da granulosa e Noel et al. (1994), relatam que a 
progesterona via eixo hipotalâmico-hipofisário-ovariano, tem sido associado com a 
supressão do crescimento folicular e ovulação. 
Savio et al. (1993) e Yavas & Walton (2000), demonstraram que 
concentrações de progesterona liberadas por dispositivos mantiveram-se abaixo das 
encontradas em fase luteal, aumentando a pulsatilidade de LH e ocasionando maior 







Figura 1. Desenvolvimento folicular antes da aspiração do folículo dominante em 
cada um dos grupos estudados. Folículo dominante aspirado aproximadamente aos 
8 mm de diâmetro: Tratado (G1) ou não com progestágeno (G2). Folículo dominante 
aspirado aproximadamente aos 12 mm de diâmetro: Tratado (G1) ou não com 
progestágeno (G2). Setas indicam o momento da aspiração folicular. 
 
 
3.5.2 Percentual de folículo residual após a aspiração do conteúdo folicular e 
perfil hormonal dos folículos residuais 
 
Dezoito (18) folículos foram incluídos em cada grupo tratado, perfazendo um 
total de 72 folículos aspirados. Um folículo do grupo 4 não apresentou níveis 
detectáveis de estradiol e foi excluído das análises estatísticas, desta forma o total 
de folículos aspirados foi reduzido para 71. As avaliações ultrassonográficas 
posteriores ao processo de aspiração detectaram 53 (74.6%) folículos com antro 
novamente preenchido (denominado residual). Baseado nos exames 
ultrassonográficos a cada 12 horas, os folículos residuais foram detectados entre 12 
e 24 horas após a aspiração. O tratamento com progestágeno não afetou (P>0.05) o 
percentual de folículos residuais, independente do diâmetro do folículo dominante no 
momento da aspiração. Este fenômeno foi observado em 74.3% (26/35, grupos 2 e 
4) dos folículos provenientes de animais tratados com progestágeno e 72.2% (26/36, 
grupos 1 e 3) daqueles não tratados (Tabela 1). No entanto, o efeito do diâmetro 
folicular no momento em que o procedimento de aspiração foi realizado aproximou a 
significância estatística (P=0.07), mostrando que a frequência com que este 
fenômeno foi detectado após a aspiração de folículos mais desenvolvidos (12 mm de 
diâmetro) tendeu a ser maior (82.8%, 29/35) do que após a aspiração de folículos 
mais jovens em relação à seleção folicular (8 mm, 63.9%, 23/36). De acordo com 





continuidade na produção do fluido folicular pelas múltiplas camadas da granulosa 
na fase de dominância e manutenção da esteroidogenese do folículo pela ação dos 
hormônios gonadotróficos. 
 
Tabela 1. Ocorrência de folículos residuais após a aspiração do folículo dominante 
em diferentes estádios de desenvolvimento provenientes de vacas Holandesas 
tratadas ou não com progestágeno 
Tratamento N Folículos residuais (%) 
Progestágeno 35 26 (74.3) 
Sem progestágeno 36 26 (72.2) 
Folículo de 12 mm 35 29 (82.8) a 
Folículo de 8 mm 36 23 (63.9) b 
a,b
 Percentuais seguidos de letras diferentes na mesma coluna aproximaram a diferença estatística 
(P=0.07).  
 
 O fluído folicular foi recuperado tanto do folículo aspirado, quanto do residual 
formado após a aspiração. As análises de estradiol e progesterona no fluído folicular 
do folículo permitiram definir algumas características de cada grupo antes da 
formação do folículo residual.  
 Entre os grupos 1 e 2, apesar do diâmetro semelhante no momento da 
aspiração folicular, o fluído proveniente de folículos aspirados de animais tratados 
com progestágeno (Grupo 1) apresentaram menor concentração de progesterona 
(Tabela 2). Consequentemente, a relação estradiol:progesterona (E2:P4) foi maior 
no grupo 1, uma vez que os níveis de estradiol foram semelhantes entre estes dois 
grupos (P>0.05). As características esteroidogênicas avaliadas foram semelhantes 
entre os grupos tratados (Grupo 3) ou não com progestágeno (Grupo 4), onde o 
folículo dominante foi aspirado com aproximadamente 12 mm (Tabela 2). A esse 
respeito, observa-se que a menor concentração de progesterona pode ser justificada 
por Greenwald & Roy (1994), que descreveram que o folículo ovariano produz 
hormônios esteróides, cuja concentração e atividade biológica variam de acordo com 










Tabela 2. Perfil esteroidogênico dos folículos aspirados em diferentes diâmetros e 










1 18 8.3±0.1 a 304.0±64.2 b 5.8±1.5 b 180.4±77.9 a 
2 18 8.2±0.1 a 266.1±52.3 b 23.4±7.1 a 22.8±6.0 b 
3 18 12.0±0.2 815.9±150.6 37.8±10.0 51.6±11.5 
4 17 12.0±0.1 831.2±193.0 33.0±5.8 38.8±8.5 
a,b
 Entre os grupos 1 e 2, os valores seguidos de letras diferentes, na mesma coluna, diferem pelo 
teste “T” de Student (P=0.0002). 
A,B
 Entre os grupos 1 e 2, os valores seguidos de letras diferentes, na mesma coluna, diferem pelo 
teste “T” de Student (P<0.05). 
 
 Em todos os grupos, tanto o diâmetro folicular quanto o perfil dos esteróides 
analisados foram aproximadamente semelhantes entre os folículos que se 
apresentaram ou não como residuais após a aspiração (Tabela 3). Somente nos 
grupos 3 e 4, o fluído dos folículos residuais apresentou maiores (P=0.05 e 0.03, 
respectivamente) concentrações de progesterona quando comparado àqueles que 
não formaram folículos residuais (Tabela 3). 
 
 Tabela 3. Perfil esteroidogênico dos folículos que se tornaram (Sim) ou não 
residuais após a aspiração em diferentes diâmetros e, tratados (Grupos 1 e 3) ou 















8.3±0.1 392.7±82.3 6.8±2.0 127.0±35.9 




8.2±0.1 252.1±64.0 17.0±3.7 22.7±7.2 




12.0±0.2 843.0±178.5 43.4±11.5 a 46.4±13.2 




12.0±0.2 858.7±224.2 37.4±6.4 a 33.8±8.5 
Não (n=3) 12.0±0.2 703.2±393.2 12.4±3.4 b 61.98±27.5 
a,b
 Dentro de um mesmo grupo, os valores seguidos de letras diferentes, na mesma coluna, 
aproximam a diferença estatística pelo teste “T” de Student (P<0.05). 
 
Os folículos residuais foram agrupados de acordo com o grupo de tratamento 
ao qual foi proveniente. Aproximadamente sessenta e seis por cento (66.7%) dos 





proporção também foi observada no grupo 2 (61.1%, 11/18). Apesar da diferença 
numérica (10.0±0.5 vs 9.1±0.4 mm, respectivamente, para os grupos 1 e 2), o 
diâmetro do folículo residual, antes de ser amostrado, também foi semelhante 
(P=0.1) entre os grupos (tabela 4). No entanto, as concentrações de estradiol e 
progesterona foram menores nos folículos residuais provenientes de folículos de 8 
mm não tratados com progestágeno. 
 Informações semelhantes foram recuperadas dos folículos residuais formados 
após a aspiração de folículos dominantes de aproximadamente 12 mm de diâmetro, 
tratados (Grupo 3) ou não com progestágeno (Grupo 4). O diâmetro do folículo 
residual imediatamente antes da amostragem, bem como as concentrações de 
progesterona e a relação E2:P4, foram semelhantes (P>0.05) entre os grupos 3 e 4 
(Tabela 4). No entanto, as concentrações de estradiol foram superiores (P=0.05) nos 
folículos residuais provenientes de folículos de animais tratados com progestágeno 
(900.9±235.2 vs 390.7±217.8 ng/ml para os grupos 3 e 4, respectivamente). A partir 
desses resultados é possível considerar que a diferença nas concentrações entre os 
grupos tratados ou não com progestágeno pode ser em decorrência da freqüência 
de pulsatilidade do LH. 
 
Tabela 4. Perfil esteroidogênico dos folículos residuais formados após a aspiração 
em diferentes diâmetros e tratados (Grupos 1 e 3) ou não com progestágeno 










1 12 10.0±0.5  555.0±115.8 a 88.4±42.2 a 23.7±12.2 
2 11 9.1±0.4 317.6±150.1 b 26.6±10.2 b 13.6±4.9 
3 15 10.4±0.4 900.9±235.2 A 224.3±114.0 28.1±11.4 
4 14 11.1±0.6 390.7±217.8 B 467.0±172.0 14.5±8.9 
a,b
 Entre os grupos 1 e 2, os valores seguidos de letras diferentes, na mesma coluna, aproximam a 
diferença estatística pelo teste “T” de Student (P=0.08). 
A,B
 Entre os grupos 1 e 2, os valores seguidos de letras diferentes, na mesma coluna, diferem pelo 
teste “T” de Student (P=0.05). 
 
 Independente do diâmetro folicular antes da aspiração, o intervalo para a 
segunda aspiração (amostragem do folículo residual) foi semelhante entre os grupos 
(49.0±5.0; 46.9±6.4; 43.2±4.8 e 39.4±4.1 horas, respectivamente para os grupos de 
1 a 4). Considerando todos os grupos, o diâmetro médio do folículo residual foi de 
10.2±0.2 mm e, somente no grupo 2 o diâmetro foi inferior a este valor, porém a 





nos dois grupos onde os folículos dominantes foram aspirados com 8 mm de 
diâmetro (grupo 1 e 2) os folículos residuais alcançaram, em aproximadamente 48 
horas, diâmetros superiores (1.7 e 0.9 mm, respectivamente) aos próprios folículos 
aos quais foram provenientes (Tabela 5). De outra forma, os folículos residuais 
provenientes de folículos aspirados com 12 mm foram amostrados com diâmetros 
menores (-1.7 e -1.0 mm, respectivamente). Estas observações nos indicam que, 
independente do diâmetro em que o folículo dominante foi aspirado, o folículo 
residual, quando presente – ocorrência variando entre 64 e 83% dos folículos 
aspirados – se desenvolve de maneira rápida e semelhante. Considerando um 
crescimento de aproximadamente 10 mm em um intervalo de aproximadamente 44 




Figuras 2 – Seqüência de imagens ultrassonográficas do folículo residual com 12, 






Figuras 3 – Seqüência de imagens ultrassonográficas do folículo residual com 12, 
24, 36 e 48 horas após aspiração do folículo de 12 mm. 
 
 O perfil hormonal antes e após a aspiração folicular está representando na 
tabela 4. A mudança mais significativa foi no perfil do folículo de 12 mm no grupo 
não tratado com progestágeno (Grupo 4).  Observou-se uma queda na concentração 
de estradiol e um acréscimo na concentração de progesterona no fluído folicular do 
residual em comparação ao folículo normal. Pode-se entrever um efeito dos baixos 
níveis de progesterona circulantes sobre a atividade das células foliculares e/ou 
somente um efeito temporal, uma vez que o controle da pulsatilidade do LH se 
encontrava reduzido neste grupo.  Adicionalmente, no grupo 2 as concentrações de 
progesterona também foram maiores no folículo residual. 
 
Tabela 5. Diferenças médias no diâmetro e perfil esteroidogênico entre os folículos 










1 12 1.7±0.4*** 162.4±118.3 88.9±44.7* 
2 11 0.9±0.4** 65.5±160.5 9.6±10.5 
3 15 -1.7±0.4*** 57.9±199.3 180.9±115.8 
4 15 -1.0±0.6 -530.7±133.9*** 429.6±171.7** 








3.5.3 Estudo dos folículos normais e residuais de acordo com o perfil da 
atividade esteroidogênica 
 
Os folículos foram separados de acordo com a atividade esteroidogênica 
considerando o coeficiente de variação intra-ensaio do estradiol que foi de 12.7%. 
Em cada um dos grupos, as concentrações de estradiol foram ranqueadas da menor 
para a maior e uma análise visual dos dados permitiu a identificação de variações 
bruscas nos valores. A partir da identificação deste ponto, um valor acima e outro 
valor abaixo foram incluídos, perfazendo um total de 4 valores, para posterior cálculo 
das respectivas médias e desvios padrão de cada grupo. Cada valor CV 
(Média/desvio padrão) calculado foi comparado ao valor do CV intra-ensaio das 
concentrações de estradiol. Quando o valor calculado de CV superou em 2.5 vezes 
o valor do CV intra-ensaio, o ponto de variação foi confirmado como ponto de 
alteração da atividade esteroidogênica e a média dos 4 valores foi considerada 
como concentração limite. Admitindo como folículo ativo aqueles que apresentaram 
concentrações de estradiol acima do valor médio calculado. Os mesmos 
procedimentos foram adotados para caracterizar os folículos residuais. 
De acordo com o ranqueamento dos folículos com o perfil esteroidogênico foi 
possível separar os folículos residuais em 3 categorias. Os folículos ativos 
apresentaram alta concentração de estradiol, ao passo que os folículos luteinizados 
continham progesterona em altos níveis e os folículos inativos apresentavam baixas 
concentrações dos esteróides analisados (Tabela 6). Os folículos residuais 
considerados inativos aparentemente desenvolveram de maneira mais lenta, 
refletindo em um menor diâmetro imediatamente antes da amostragem. 
Adicionalmente, a relação estradiol:progesterona foi um reflexo do hormônio 
presente em maior concentração nos folículos residuais ativos e/ou luteinizados, de 
forma que a relação foi maior nos folículos ativos em virtude da maior concentração 
de estradiol (Tabela 6).  
Hafez & Hafez (2004), demonstraram que os níveis tônicos ou basais de LH 
agem juntamente com o FSH na tentativa de induzir a secreção de estrógenos do 
folículo ovariano desenvolvido, justificando a maioria dos folículos residuais ativos e 
quando ocorre pico pré-ovulatório do LH haverá rompimento da parede do folículo e 
ovulação, processo que foi mimetizado pela aspiração folicular com possível 





luteinização da mesma, se tornando uma estrutura predominantemente produtora de 
progesterona. 
Tabela 6. Características dos folículos residuais em função do perfil esteroidogênico 
Categoria dos 
FR 




Ativo 17/17 10.8±0.3 a 833.6±128.7 a 130.2±52.4 b 30.3±7.0 a 
Luteinizado 0/6 10.6±0.8 a 1.6±0.8 b 1078.4±232.6 a 0.0±0.0 b 
Inativo 6/6 8.4±0.4 b 33.0±12.8 b 30.0±8.1 b 1.1±0.3 b 
a,b
 Valores seguidos de letras diferentes, na mesma coluna, diferem pelo teste de Duncan (P<0.05). 
 
Analisando os folículos antes da aspiração folicular é possível correlacionar 
algumas de suas características com a evolução após a aspiração. No momento da 
aspiração folículos menores formam folículos residuais com menor frequência que 
folículos maiores (Tabela 6). Este fato já havia sido considerado acima, com a maior 
ocorrência de folículos residuais provenientes de folículos aspirados com 12 mm. 
Outra observação importante é a independência do diâmetro folicular na formação 
de folículos residuais ativos. Trinta e quatro dos 52 folículos residuais (65.4%) e 
todos foram provenientes de folículos com alta concentração de estradiol, sendo 
metade proveniente de folículos de 8 mm e a outra metade de folículos de 12 mm 
(Tabela 7). O fator crucial para a formação de um folículo residual ativo é a 
concentração de estradiol do folículo a ser aspirado. 
Todos os folículos residuais considerados como luteinizados (alta 
concentração de progesterona) foram provenientes de folículos aspirados aos 12 
mm de diâmetro. Somente um folículo pertencia ao grupo tratado com progestágeno 
(Grupo 3), os demais pertenciam ao grupo 4. Este fato reforça a teoria de que 
durante o intervalo da primeira para a segunda aspiração a parede folicular parece 
ter sido influenciada por concentrações crescentes de LH, principalmente no grupo 












Tabela 7. Perfil esteroidogênico dos folículos que, após a aspiração, resultaram na 















13/6 9.4±0.4 b 364.6±87.2 ab 17.7±7.3 46.2±9.6 ab FR Ausente 
17/17 10.2±0.3 ab 770.2±118.8 a 27.5±6.0 68.7±14.3 a FR Ativo 
0/6 11.7±0.3 a 337.5 ±118.1 ab 30.5±14.4 43.1 ±20.0 ab 
FR 
Luteinizado 
6/6 10.2±0.6 ab 328.4±132.6 b 29.0±5.4 24.3±14.4 b FR Inativo 
FR – Folículo residual. 
a,b










































3.6  CONCLUSÕES 
 
A presença de um folículo residual após à aspiração folicular ocorre na 
maioria dos folículos aspirados com diâmetro de 8 e 12mm, mostrando ainda que a 
frequência com que este fenômeno foi detectado após a aspiração de folículos de 12 
mm tendeu a ser maior do que após a aspiração de folículos mais jovens em relação 
à seleção folicular. 
Grande parte dos folículos persistentes eram folículos ativos com elevada 
concentração de estradiol e originados em sua totalidade de folículos com alta 
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4  CONSIDERAÇÕES FINAIS 
A demonstração da grande taxa de folículos residuais após aspiração de 
folículos durante a divergência e na fase de dominância, com permanência da 
atividade esteroidogênica levanta uma nova linha de pensamento sobre a atividade 
ovariana em ovários aspirados, necessitando de maiores estudos para melhores 
elucidações da interferência destes folículos na endocrinologia reprodutiva de vacas 
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